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(57)摘要

一种具有抗衰老作用的外泌体‑超氧化物歧

化酶(SOD)纳米制剂及其制备方法，属于生物技

术领域。本发明通过挤出法结合皂苷辅助的策略

将SOD酶分子载入到外泌体中，并以制备的SOD@

EXO纳米制剂为纳米药物，以N2野生型秀丽隐杆

线虫为模式生物，系统评价了该纳米制剂在抗衰

老方面的作用效果与机制。本发明将SOD装载进

入外泌体，不仅保留了天然酶的催化活性，同时

较天然SOD具有更加显著的优势，如延长半衰期、

降低免疫原性和增加膜通透性等。该纳米制剂具

有较高的载药量，同时能够实现稳定的药物释

放，最终构建低免疫原性及高催化活力的外泌

体‑超氧化物歧化酶纳米制剂，极大提升SOD分子

的半衰期和抗衰老治疗效果。
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1.一种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂的制备方法，其步骤如下：

(1)获得外泌体供体细胞的上清液400～600mL，然后在200～400g条件下离心10～

20min去除悬浮细胞，再在2000～4000g条件下离心10～20min去除细胞碎片，最后在8000～

12000g条件下离心20～40min去除较大的颗粒状物质；

(2)将步骤(1)获得的上清液经0.22μm的滤膜过滤，去除大于220nm的颗粒，再将上清液

经过100kDa截留分子量的超滤离心管进行浓缩，收集超滤离心管上层浓缩液；

(3)将步骤(2)得到的浓缩液在90000～110000g条件下离心1～2h，去除上清液，保留沉

淀外泌体；然后用PBS缓冲液重悬此沉淀外泌体，在相同的条件下再次离心，去除上清液，保

留沉淀外泌体；最后再以1～2mL的PBS缓冲液重悬此沉淀外泌体，其中外泌体的浓度为1～

3mg/mL；

(4)将超氧化物歧化酶和皂素加入到步骤(3)得到的溶有外泌体的PBS缓冲液中，然后

装入基于注射器的脂质体挤出器，挤压通过100nm聚碳酸酯膜20～30次；挤压过程中，外泌

体膜被破坏，与超氧化物歧化酶剧烈混合；外泌体载药后通过90000～110000g离心除去游

离的超氧化物歧化酶和皂素，离心产物以PBS缓冲液重悬后得到外泌体‑超氧化物歧化酶纳

米制剂。

2.如权利要求1所述的一种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂的制备方法，其特征在

于：外泌体供体细胞为人胚肾上皮细胞HEK293。

3.如权利要求1所述的一种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂的制备方法，其特征在

于：外泌体蛋白质量与超氧化物歧化酶的质量比为1：0.2～0.8，皂素在PBS缓冲液中的浓度

为1～2mg/mL。

4.一种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂，其特征在于：是由权利要求1～3任何一项所

述的方法制备得到。
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一种具有抗衰老作用的外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂及

其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种具有抗衰老作用的外泌体‑超氧化物歧

化酶(SOD)纳米制剂及其制备方法。

背景技术

[0002] 衰老(senescence)是生物体细胞、器官以及组织的功能随时间而逐渐丧失的渐进

过程。现代衰老学说认为，机体的衰老过程与自由基及所诱导的脂质过氧化对细胞和机体

的损伤有关。自由基及其衍生物是指具有高度活性的不配对电子的原子团，具有强氧化性，

是人体氧化还原反应的重要反应成分。适量的自由基能够促进细胞增殖，刺激吞噬细胞杀

灭细菌。但过量的自由基对脂质、DNA等物质产生伤害作用，造成生物膜的损伤，使机体处于

不正常的状态，从而加速衰老。

[0003] 超氧化物歧化酶(Superoxide  Dismutase，EC1.15.1.1)简称SOD，是一种酸性金属

酶，广泛存在于动物、植物、微生物体内。根据酶分子中所含金属辅基的不同，超氧化物歧化

酶主要可分为Cu/Zn‑SOD，Mn‑SOD，Fe‑SOD等类型，其中Cu/Zn‑SOD研究的最多。SOD能催化超

氧阴离子自由基O2·‑发生歧化反应，在生物体防御氧化损伤的过程中，SOD起到清除和减

少人体内过多的自由基、减轻细胞组织过氧化损伤、提高机体免疫力、延缓衰老的作用。此

外，人体内的SOD可有效地通过清除超氧阴离子自由基最终能达到抑制癌细胞的效果，Mn‑

SOD表达效果更为突出。SOD也具有极强的抗炎症作用，有歧化活性氧、消除炎症、保护关节

的作用，在类风湿性关节炎患者中，血清中SOD水平显著低于健康人。但是SOD的免疫原性、

不稳定性、以及在体内的半衰期较短等缺点，限制了其在临床和保健方面的应用。

[0004] 外泌体(Exosome,EXO)是由多种活细胞分泌的30～150nm的纳米级囊泡，来源于晚

期核内体，是由细胞内多泡体(MVBs)出芽形成，再与细胞膜融合后释放到细胞外基质中，几

乎所有类型的细胞都能分泌，广泛存在于各种体液中，其功能主要为在细胞间转运相关物

质从而实现供受体细胞之间的物质和信息交流。外泌体作为药物的天然内源性载体具有独

特优势，如良好的生物相容性、细胞运输药物的效率高和更强的靶部位识别能力等，因此外

泌体有望可以成为良好的蛋白质药物递送载体，为相关疾病的治疗提供一个良好的纳米药

物平台，具有广阔的应用前景。

发明内容

[0005] 本发明通过挤出法结合皂苷辅助的策略将SOD酶分子载入到外泌体中，构建了一

种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂(SOD@EXO纳米制剂)，并以制备的SOD@EXO纳米制剂为

纳米药物，以N2野生型秀丽隐杆线虫为模式生物，系统评价了该纳米制剂在抗衰老方面的

作用效果与机制。本发明将SOD装载进入外泌体，不仅保留了天然酶的催化活性，同时较天

然SOD具有更加显著的优势，如延长半衰期、降低免疫原性和增加膜通透性等。该纳米制剂

具有较高的载药量，同时能够实现稳定的药物释放，能显著抵抗线虫的氧化应激状态，降低
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线虫体内活性氧水平，提高线虫健康状况，延长线虫寿命。最终构建了低免疫原性及高催化

活力的外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂，极大提升SOD分子的半衰期和抗衰老治疗效果。

因此，该纳米制剂在清除自由基、延缓衰老方面具有良好的应用前景，成为一类具有良好抗

衰老效果的纳米制剂。

[0006] 本发明中所涉及的SOD来源于牛血，属于Cu/Zn‑SOD，能够清除机体代谢过程中产

生的过量超氧阴离子自由基，延缓由于自由基侵害而出现的衰老现象。

[0007] 本发明所述的一种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂的制备方法，其步骤如下：

[0008] (1)获得外泌体供体细胞的上清液400～600mL，然后在200～400g条件下离心10～

20min去除悬浮细胞，再在2000～4000g条件下离心10～20min去除细胞碎片，最后在8000～

12000g条件下离心20～40min去除较大的颗粒状物质；

[0009] (2)将步骤(1)获得的上清液经0.22μm的滤膜过滤，去除大于220nm的颗粒，再将上

清液经过100kDa截留分子量的超滤离心管进行浓缩，收集超滤离心管上层浓缩液；

[0010] (3)将步骤(2)得到的浓缩液在90000～110000g条件下离心1～2h，去除上清液，保

留沉淀外泌体；然后用PBS缓冲液重悬此沉淀外泌体，在相同的条件下再次离心，去除上清

液，保留沉淀外泌体；最后再以1～2mL的PBS缓冲液重悬此沉淀外泌体，其中外泌体的浓度

为1～3mg/mL；

[0011] (4)将超氧化物歧化酶(SOD)和皂素加入到步骤(3)得到的溶有外泌体的PBS缓冲

液中，然后装入基于注射器的脂质体挤出器(Avanti  Polar  Lipids)，挤压通过100nm聚碳

酸酯膜20～30次；挤压过程中，外泌体膜被破坏，与超氧化物歧化酶(SOD)剧烈混合；外泌体

载药后通过90000～110000g离心除去游离的SOD和皂素，离心产物以PBS缓冲液重悬后得到

本发明所述的外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂(SOD@EXO)；

[0012] 上述方法中，外泌体供体细胞为人胚肾上皮细胞(HEK293)，外泌体蛋白质量与超

氧化物歧化酶(SOD)的质量比为1：0.2～0.8，皂素在PBS缓冲液中的浓度为1～2mg/mL。

[0013] 本发明中所采用的挤出法结合皂苷辅助的策略，将SOD担载进入外泌体，相较于游

离SOD，具有如下优点：合成条件温和，生物相容性好，对酶活性影响小，装载量高，具有良好

的膜通透性，释放时间长的特点。

[0014] 本发明所构建的SOD@EXO纳米制剂基于超氧化物歧化酶抗自由基的活性，以N2野

生型秀丽隐杆线虫为衰老模型，进行给药，SOD@EXO可以明显提高线虫抵抗外界不良环境的

能力，延长线虫的寿命。

[0015] 综上，本发明通过挤出法结合皂苷辅助将SOD分子担载进外泌体之中，合成了SOD@

EXO纳米制剂。以N2野生型秀丽隐杆线虫为模式生物，证明SOD@EXO纳米制剂能显著抵抗线

虫的氧化应激状态，降低线虫体内活性氧水平，提高线虫健康状况，延长线虫寿命。因此，该

纳米制剂在清除自由基、延缓衰老方面具有很好的应用前景，在制备治疗抗衰老的药物方

面可以得到应用，成为一类具有良好抗衰老效果的纳米制剂。

附图说明

[0016] 图1：实施例1合成的EXO、SOD@EXO的透射电镜图。

[0017] 图2：SOD@EXO中外泌体标志蛋白及SOD的鉴定图。

[0018] 图3：游离SOD与SOD@EXO的相对酶活性柱形图。
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[0019] 图4：(a)为线虫给药后不同时间的荧光显微镜图，b)为线虫给药后不同时间由

ImageJ软件计算得到的荧光数据曲线，线虫摄取时间4h。

[0020] 图5：SOD@EXO对线虫氧化损伤能力的存活率曲线。横坐标为时间，纵坐标为线虫存

活率。

[0021] 图6：SOD@EXO抵抗线虫的衰老曲线。图中横坐标为线虫寿命，纵坐标为线虫存活

率。

具体实施方式

[0022] 下面给出的实施例子是对本发明作进一步说明，以便于本专业技术人员更全面地

理解本发明。但所给出的实施例不能理解为对本发明保护范围的限制，因而该专业的技术

人员根据上述发明内容所做出的非本质的改进和调整也应属于本发明保护范围。

[0023] 实施例1

[0024] 首先将人胚肾上皮细胞(HEK293)培养于DMEM培养基中，DMEM培养基中含有10％

(体积百分数)去除外泌体的胎牛血清(FBS)，培养条件为37℃，5％(体积百分数)二氧化碳

环境，待细胞融合度达90％后，获得HEK293细胞上清液500mL。

[0025] 将上述HEK293细胞上清通过300g离心10min去除悬浮细胞，2000g离心10min去除

细胞碎片，10000g离心30min去除较大的颗粒状物质；将获得的上清液经0.22μm的滤膜过

滤，去除大于220nm的颗粒，再将上清液经过100kDa截留分子量的超滤离心管进行浓缩，取

超滤离心管上层浓缩清液在超速离心管中以100000g离心1.5h，去除上清液，保留沉淀外泌

体；用PBS缓冲液重悬沉淀外泌体，在相同的离心条件下再次离心，去除上清液，保留沉淀外

泌体；最后以1mL的PBS缓冲液重悬得到外泌体溶液(Exosome)，即空载外泌体(Exosome)溶

液，其中外泌体的浓度是2mg/mL；

[0026] 将SOD(来源于牛血)和皂素加入到上述1mL溶有外泌体的PBS缓冲液中，皂素浓度

为1mg/mL，外泌体蛋白质量与SOD质量比为1：0.5，上述混合物装入基于注射器的脂质体挤

出器并通过100nm聚碳酸酯膜21次。挤压过程中，外泌体膜被破坏，与药物剧烈混合。载药后

通过100000g离心除去游离的SOD和皂素，最后再以1mL  PBS缓冲液重悬即得到本发明所述

的外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂(SOD@EXO)溶液。

[0027] 另外，在上述方法中，加皂素而不采取挤压载药方式，可以制备得到外泌体‑超氧

化物歧化酶纳米制剂，记为SOD@EXO，saponin；不加皂素而采取挤压载药方式，可以制备得

到外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂，记为SOD@EXO，extruded；加皂素并采取挤压载药方式

制备得到的外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂，记为SOD@EXO  saponin&extruded。

[0028] 实施例2

[0029] 将实施例1合成的空载外泌体溶液及3种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂(SOD@

EXO)的PBS重悬液再分别用PBS缓冲液稀释至1mg/mL，涂于300目碳膜覆盖的铜网上，室温自

然风干。将涂好纳米制剂的铜网用透射电镜检测，加速电压200kV。如图1所示，可以清楚地

观察到担载SOD分子的外泌体呈球形。

[0030] 实施例3

[0031] 将实施例1得到的载外泌体溶液及3种外泌体‑超氧化物歧化酶纳米制剂(SOD@

EXO)的PBS重悬液再分别用PBS缓冲液稀释至1mg/mL，再分别溶于经0.22μm滤膜过滤过的

说　明　书 3/6 页

5

CN 110251663 B

5



PBS缓冲液中，最终制备成10μg/mL溶液，分别用Zetasizer  Nano  ZS90粒度电位仪测试样品

的粒径。如表1所示，外泌体装载SOD前后粒径在100nm‑200nm之间。

[0032] 表1：实施例1合成的空载外泌体及3种纳米制剂的粒径表征数据

[0033]

[0034] 实施例4

[0035] 将实施例1合成的3种SOD@EXO纳米制剂的PBS重悬液以PBS缓冲液稀释至5mg/mL，

直接加入5×SDS上样缓冲液，100℃煮样15min，煮样后冷却至室温后分装放入‑20℃冰箱保

存。配制分离胶浓度12％(体积百分数)的SDS‑PAGE凝胶并且80V预电泳5min，上样时，每孔

100μg蛋白量的Exosome或SOD@EXO，80V电压20min将蛋白样品压缩至浓缩胶/分离胶界面，

更改电压至120V，约1h后电泳至凝胶下缘。以300mA恒流冰浴2h将细胞全蛋白转至聚偏二氟

乙烯膜(PVDF)上。将膜取出晾干后，将PVDF膜按照不同分子量(上样时有marker条带显示分

子量)分割至合适大小，放入至5％(质量体积比)脱脂奶粉/0.1％(体积百分数)Tween  20/

PBS溶液，在常温下封闭PVDF膜2h，去除膜的蛋白非特异结合。取出后以滤纸吸干，放入SOD

蛋白与外泌体蛋白标志物CD63、Tsg101的抗体于杂交袋中，抗体以3％(质量与体积比)BSA/

PBS溶液稀释至适当比例(CD63  1：500；SOD  1：5000；Tsg101  1：1000)加入杂交袋中，在4℃

摇动孵育过夜。0.1％(体积百分数)Tween20/PBS清洗三次，每次10min以除去抗体的非特异

性结合，加入3％(质量与体积比)BSA/PBS溶液稀释相应的二抗(一抗是能和非抗体性抗原

(特异性抗原)特异性结合的蛋白。二抗是能和抗体结合，即抗体的抗体，其主要作用是检测

抗体的存在，放大一抗的信号。1：5000)。0.1％(体积与体积比)Tween20/PBS清洗三次，每次

10min以除去二抗的非特异性结合，最后用ECL显色试剂盒曝光显影。如图2所示，挤出法结

合皂苷辅助担载SOD分子的外泌体担载量最高，同时也说明了外泌体对SOD的成功装载。

[0036] 实施例5

[0037] 制备SOD@EXO前用FITC标记SOD(以SOD和FITC  2：1的质量比，在10mL的PBS里室温

过夜。通过10kDa超滤管去除反应液中游离的FITC，4000g离心30min，离心约10次，直到超滤

管下层滤出液为无色)。外标法检测SOD‑FITC@EXO中的载药量与包封率。标准曲线的建立过

程如下：在1mL  PBS体系中，分别溶解0、5、10、20、40、80ng的SOD‑FITC，以激发波长495nm，发

射波长为519nm测定荧光强度。三份平行样的上清液检测荧光强度，用于测定SOD的载药量

与包封率(通过测定上清的荧光强度，得到上清未包载的游离SOD的含量，包封率为外泌体

内包载的SOD与总投入的SOD的比值；载药量是外泌体内包载的SOD的量与(外泌体包载SOD

量+外泌体蛋白质量之和)的比值。通过荧光强度对照标准曲线得到上清未包载的游离SOD

浓度，进而得到含量)。如表2所示(EE是包封率，DLC是载药量)，挤出法结合皂苷辅助的SOD@

EXO的包封率为38.67±1.11％，载药量为16.20±0.40％，满足后续实验的基本要求。
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[0038] 表2：实施例1合成的3种纳米制剂的包载率和载药量数据

[0039]

[0040] 实施例6

[0041] 采用邻苯三酚自氧化法和WST‑8法检测游离SOD和SOD@EXO  saponin&extruded的

抗氧化活性。邻苯三酚自氧化法：将990μL  Tris‑HCl缓冲液，在25℃条件下孵育20min后，加

入10μL的邻苯三酚溶液启动反应，连续测定1min以内325nm处吸光度的变化。

[0042] 样品组和对照组测定如下：在比色杯中分别加入750μL和760μL  Tris‑HCl缓冲液，

然后加入240μL相应的SOD或SOD@EXO  saponin&extruded样品液，样品组测定加入10μL的邻

苯三酚溶液，之后在325nm波长下连续监测1min内吸光度的变化。邻苯三酚自氧化抑制率＝

(&自氧化‑&样品)/&自氧化×100％，其中&自氧化、&样品分别为1min后监测的吸光度。SOD

酶活性通过邻苯三酚自氧化抑制率计算得出，定义为将邻苯三酚自氧化速率抑制50％的酶

量为一个活力单位。WST‑8法：本专利对SOD酶活性检测使用的是“总SOD活性检测试剂盒

(WST‑8法)”(碧云天)，试剂盒含有SOD样品制备液、SOD检测缓冲液、WST‑8、酶溶液、反应启

动液(40×)。WST‑8可以和黄嘌呤氧化酶(Xanthine  Oxidase,XO)催化产生的超氧化物阴离

子(O2·‑)反应产生水溶性的甲臜染料(formazan  dye)，由于SOD能催化超氧化物阴离子发

生歧化作用，所以该反应步骤可以被SOD所抑制，因此SOD的活性与甲臜染料的生成量成负

相关，从而通过对WST‑8产物的比色分析即可计算SOD的酶活力。如图3所示，当SOD分子经过

外泌体包载后，仍具有很强的酶活性，其活性约为游离SOD分子的78％。

[0043] 实施例7

[0044] 选用刚进入成虫期(L4期)的N2野生型线虫进行实验，线虫共分为2组，分别为SOD

组和SOD@EXO  saponin&extruded组。将成虫转移至给药板，每组100只，给药时间4h，4h后转

移至新的板中。从开始给药起，每隔一定时间用左旋咪唑麻醉线虫，置于3％(质量体积比)

琼脂覆盖的载玻片上，使用奥林巴斯公司的IX73P1F荧光显微镜进行拍照，Image  J 

Software测定荧光强度。如图4(b)所示，线虫给药后，荧光强度升高，4h后，体内荧光衰减，

游离SOD半衰期7.42h，SOD@EXO半衰期19.32h，可见游离药包载于外泌体后释放时间更长。

[0045] 实施例8

[0046] 选用刚进入成虫期(L4期)的N2野生型线虫进行实验，选用胡桃醌刺激线虫使线虫

体内过量产生活性氧，从而对线虫造成氧化损伤。线虫共分为4组，分别为Control组、SOD

组、SOD@EXO  saponin&extruded组及EXO组。用含有相应药物的OP50线虫培养基培养线虫

(SOD、SOD@EXO的酶当量为1μM，Control组不给药)，48h后，换成含有胡桃醌(500μM)的OP50

在20℃条件下培养线虫，每小时通过显微镜统计死亡的线虫的数量(线虫对铂丝的刺激无

反应，认为线虫已经死亡)，存活率为剩余存活线虫数与总线虫数的比值。从图5可以发现，

随着时间延长，SOD@EXO组线虫的存活率明显高于SOD组。虽然游离SOD组的线虫也有较高的
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存活率，但是仍低于SOD@EXO组。以上研究表明，SOD@EXO纳米制剂能够显著增强线虫对氧化

损伤的抵抗能力。

[0047] 实施例9

[0048] 选用刚进入成虫期(L4期)的N2野生型秀丽隐杆线虫进行实验。线虫寿命实验需要

同期化的线虫，线虫同期化的方法为：选取L4期即将产卵的线虫，接种到涂有OP50的NGM培

养基上，在20℃环境下使线虫产卵，然后进行同期化处理。将同期化线虫共分为4组，分别为

Control组、SOD组、SOD@EXO  saponin&extruded组及EXO组。同期化的线虫生长到L4期产卵

之前，将其转移到含有产卵抑制剂FUDR(80μM)和相应的治疗药物(SOD、SOD@EXO的酶当量为

1μM)的培养板上，并将这一天记为给药第一天。接着，每隔一天把线虫转移到新鲜的含有相

应药物的培养板上，连续转移5次，期间每天观察并纪录线虫的死亡情况，如图6所示。SOD@

EXO组的线虫在平均寿命、最大寿命方面都明显优于Control组和EXO组的线虫，说明SOD@

EXO纳米制剂能够有效延缓线虫衰老，延长线虫寿命。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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